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la present e invention concerne des produits reactifs 
derives de pqlymSres renfenasnt des groupements HS, ces deri- 
ves pouvant etre utilises par exemple comme agents de forma- 
tion de thiols ou agents de thiolation ou comme vecteurs ,par 
exemple d 1 enzymes ou autres proteines, etc. 

Lea produits de 1" invention sont caracterises en ce 
qu'un certain nombre de groupements HS sont transformes en 
groupements disulfure de fonmile generale : 

-S-S-A-Z, 

dans laquelle A reprfisente un residu hydrocarbon^ renfermant 
de 1 a 10 atomeff de carbone,de preference de 1 k 6 atomes 
de carbone, et dans laquelle Z reprSsente un groupement ' de 
formule : q 

° — N * fl nh 

- C -°-<, (pH 2 ) n , Xs~r\ ou J-O-R 2 

ou des derives d' addition sales acides des groupements pr6ce- 
demment mentionnes dans lesquels n est egal a 2 ou 3, fi 1 
repr&sente le groupement pyridyle-2, nitro-5 pyridyle-2 ou 
pyridyle-4 et R represente le groupement methyle ou ethyl© . 

Les polymSres peuvent Stre insolubles ou bien solubles 
dans des liquides aqueux. lis peuvent Stre prepares de faqon 
synthetique ou peuvent presenter une origine naturelle et 
renfermer des groupements de formule -SH. Ce peuvent Stre 
des groupements de nature organique ou partiellement minferale. 
On peut citer, comme ensemble particulierement important de 
polymdres, celui constitue par des derives , renfermant des 
groupements HS, de biopolym&res tels que des polysaccharides, 
des proteines et des polypeptides. Le polymSre peut Stre r6ti- 
cule suivant un reseau insoluble dans I'eau mais , toutefois, 
ce polymdre peut gonfler dans l'eau. On peut citer, comme 
» exemples de polymeres insolubles dans l'eau, des derives, 
renfermant des .groupements HS, de 1* agarose, du dextranne re- 
ticule ou de l'amidon reticule (par exemple reticule avec de 
I'epichlorhydrine pour former un gel insoluble), de la cellu- 
lose ou d f autres polysaccharides insolubles dans l'eau ou 
encore de verres. On peut mentionner, comme exemples parti- 
culiers de polymdres solubles dans l'eau, des d6riv§e renfer- 
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mant des entites HS, du dextranne, de l'amidon ou d* autres 
polysaccharides solubles dans l'eau. On peut encore indiquer, 
comae autres examples de polymeres egalement interessants , 
des proteines naturelles ou des prolines modif iees solubles 
ou insolubles ou tien encore des polypeptides presentant des 
entites HS libres* Bans de nombreux cas, il est avantageux 
d'utiliser des d&rives, renfermant des groupement s HS, de subs- 
tances poiymSres insolubles dans l'eau et gonflant dans l'eau, 
par exemple de substances polym&ree reticulees renfermant des 
groupements hydrophiles tels que des groupements hydroxyles. 

II existe de nombreux exemples de polymdres renfermant 
des groupements HS. On peut, par exemple, citer le polymere 
dScrit dans la publication "Acta.Chem.Scand. , vol.1? (1963), 
pages 2610 d 2621. 

Certains de ces polymdres, renfermant des groupements HS 

libres ou des groupements disulfure qui peuvent Stre f acilement 

transform^ en groupements HS libres, sont disponibles dans 

le commerce. On peut citer a cet effet des copolymer es de 

l'acrylamide renfermant le groupement de formule : 
I 

-GH2-GH-C0-.NH-GH(C0^)-CH2-SH, — 

4 savoir par exemple le produit de marque deposee Enzacryl 

Polythiol, commercialism par la SociSte Koch-Ligjht Laboratories 

Ltd., Angleterre, ainsi que des verres substitu6s avec le 

groupement de formula : 
* 

-Si-(CH 2 ) 5 -UH-C0-CH(NH-C0 . GHj) -CH^SH , 
A savoir, par exemple, le produit de marque Corning OSiiol CPG, 
commercialise par la Societe Corning Glass Co, Etats-Unis 
d'Am6rique. 

On peut citer » comme autres exemples, I 1 agarose subs- 
titu6 avec le groupement de formule -0-CH 2 .CH(0H).GH2-SH e t 
1' agarose substitue avec des groupements glutathione renfermant 
des entit6s HS libres, qui sont obtenus en r6duisant des derives 
du disulfure de pyridyle-2 et d' agarose qui sont disponibles 
dans le commerce (produits de marques deposees ^Ehiopropyl- 
Sepharose 6B et Thiol-Sepharose active 4B, commercialises par 
la Society Pharmacia Pine Chemicals AB, Uppsala, Su£de>. 

Dans le cas des polymdres concernes, le groupement HS 
peut Stre li£ a un atome de carbone present dans une chaine 
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polym&re du equelette de base du polymere* Toutefois, de 
preferences ce sont des polym&res choisis pour lesquels le 
groupement HS est lie a un atone de carbone present dans un 
groups qui cpnstitue une ramification d'un.polymere du sque- 
5 lette de "base du polymSre et ce groupement est de ce fait 
plus accessible aux reactifs* L'atome de carbone auquel le 
groupement HS est lie peut 8tre celui d'un groupement ali- 
phatique ou d f un groupement aromatique du polym&re et il est 
lui-mSme de preference relie directement & au moins un atome 

10 de carbone* 

Les autres liaisons du premier atome de carbone men- 
tionne sont de preference saturees avec des atomes d'hydro- 
gdne* II exist e avantageusement des groupements HS choisis 
dans le groupement de formule -CSLy-SH ou dans un . groupement 

15 de formule ^-SH, dont l'atome de carbone fait partie d'un 
cycle aromatique tel qu'un cycle benzenique. De preference, 
le polyme^e renf erme egalement au moins un groupement de 
formule -^-SH, dont l'une des liaisons restarites de l'atome 
de carbone est dirigee vers un autre atome de carbone et dont 

20 les autres liaisons sont dirigees vers des atomes de carbone 
et/ou d'hydrog&ne. Ce qui a et& indique ci-dessus en ce qui 
concerne la liaison du groupement HS a un atome de carbone dans 
le polymere peut $tre egalement applique au groupement de 
formule -S-S-A-Z des nouveaux derives polymdres de. 1* invention* 

25 I»es derives reactifs de 1' invention peuvent 8tre par 

exemple prepares en realisant la thiolation d'un polymdre de 
base qui ne renferme pas de groupements ou entites HS, d'une 
fagon connue, par exemple par une reaction d'amination suivie 
d'une autre reaction avec un r6actif de thiolation tel qu'un 

30 thiolimidate ou une thiolactone de N-acetylhomocysteine $ 

. dans le cas de polym&res renfermant des groupements hydroxyles 
et par reaction avec un agent bi-f onctionnel de formule 

rLs-S-A-Z, (formule I) 

dans laquelle E » A et Z representent les memes groupements 
35 que precedenment. 

Lorsque des groupements amine ou des groupements thiol 
sont &e$k presents dans le polymere, les etapes correspondantes 
de la sequence de reaction indiquee ci-dessus peuvent Stre 
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omises. 

lies derives reactifs de Invention peuvent 6galement 
8tre prepares en introduisant , dans le polymere de base »des 
groupements de fonmile R'-S-S-A- dans laquelle R et A repre- 
5 sentent les mSmes groupements que precedemment- On fait ensuite 
reagir le polymere ainsi modifie avec un re act if de formule 
HS-A-Z, A et Z representant les memes groupements que precedem- 
ment- Le react if de formule HS^A-Z peut 8tre prepare & partir 
d'un corps de formule R^-S-S-A-A, par reduction dans des con- 
10 ditions telles que la structure de Z ne soit pas transformee* 
Les composes de formule R -S-S-A-Z (formule I) peuvent 
Stre prepares de diff erentes famous (voir la demande de brevet 
frsngais deposee par la Demanderesse le meme jour que la pre- 
sence demande) • Les precedes de preparation de ces composes qui 
15 sont consideres comme les plus avantageux a l'beure actuelle 
sont les suivants :* 

Les composes de formule -S-S-A-Z, dans laquelle Z 
represents le groupement de formule : 
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sont obtenus en f aisant reagir un disulfure de formule : 

R 1 -S-S-A-C00H, (formule II) 

dans laquelle R et A repre sentent les memes groupements que . 
25 precSdemment, avec une N-hydroxysuccinimide , lorsque n - 2 (ou 
le compose analogue avec n « 3 lorsqu'on desire obtenir des com- 
poses pour lesquels n = 3)» en presence d'un agent de conden- 
sation. 

La reaction est effectuee dans un solvant organique, k 
30 une temperature comprise entre 10 et 30°C. On peut citer, comme 
exemples de solvant s appropries, le chlorure de methylene, 
1* aedtate d'ethyle et le dioxane. Le temps de reaction varie 
en fonction du choix des reactifs et de la temperature de reac- 
tion* 

35 L' agent de condensation employe dans ce cas peut etre 

l'un de ceux utilises couramment potar effectuer des reactions 
d r esterification, r»ar exemple le N-N' -dicyclohexylcarbodi-imide. 
Le reactif de depart de formule II peut Stre prepar6 en 
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faisant reagir un acide mercapto-alcoyl-carboacylique de for- 
mula : 

HS - A - COOH (formule III) 

avec un disulfure de dipyridyle de formule : 

E 1 - S - S - fi 1 (formule IV) 

formules dans lesquelles A.et R representent les memes 
groupements que precedemment- 

Cette. reaction e8t effectuee dans un solvant organique, 
a una temperature comprise entre 10 et 30°C. On peut citer, 
comme exemples de solvants appropries, 1'ethanol, 1' acetate 
d'ethyle et le dioxane* Le temps de reaction varie en fqnction 
du choix des reactifs et de la temperature de reaction. 

Les composes de formule I dans laquelle Z represente 
le groupement de formule : 

-ci-s-R 

sont prepares en faisant reagir un disulfure de formule II 
(ci-dessus) avec la pyridine-thione correspondante en presence 
d'un agent de condensation, dans un solvant organique, & une 
temperature initialement basse, par exemple de -20°C f pendant 
une periode environ comprise entre 1 et 2 heures, puis A tem- 
perature ambiante (par exemple & 20°C). On peut citer, comme 
exemples de solvants appropries, le chlorure de methylene, 
l 1 acetate d'ethyle et le dioxane. L f agent de condensation 
utilise est de preference constitue par le N-N'-dicyclohexyl- 
carb odi-imide • 

Le produit de depart est avantageusement constitue par 
un melange obtenu en faisant reagir un compose de formule III 
avec un compose de formule IV. 

Des composes de formule I, dans laquelle Z represente 



2 

le groupement de formule -C-O-R , sont prepares en faisant 

reagir, dans un solvant organique, un thiolinidate de formule : 
NH 

HS-A-6-0-R 2 , dans laquelle R 2 et A representent les memes 
groupements que precedemment, avec un disulfure de dipyridyle 
de formule R^-S-S-R* 1 , dans laquelle R 1 represente les memes 
groupements que precedemment. On peut citer, comme exemple 
de solvant organique approprie a cet effet, du methanol ren- 
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fermant sensiblement 10 % d'acide acetique glacial. 

A l'aide des derives de I 1 invention, des composes orga- 
niques de poids moleculaire faible, des peptides, des proteines, 
des hydrates de carbone, etc*, qui renferment des groupements 
amine ou des entites de formule HS- on HO- pouvant reagir 
avec le groupement 2, peuvent St re lies de fa$on covalente 
au polymere par un ou plusieurs desdits groupements ou entites, 
puis coup6s de ce polymere par rupture du pont -S-S-, par 
exemple par une reaction de reduction ou par une reaction 
d'echange thiol-disulfure. Ainsi, si le compost d' addition 
polymdre est trait 6 avec un agent reducteur, par exemple un 
thiol de faible poids moleculaire, le composant li6 estliberS 
sous une autre forme et renferme alors une ou plusieurs enti- 
tes thiol. A ce propos, il est tout particulidrement important 
que les derives de 1' invention puissent 8tre lies I'm a 1* au- 
tre avec des substances renfermant des groupements amine, ce 
qui permet d'obtenir une liaison relativement stable au niveau 
des sites d' addition. 

Si le polymere vecteur est un polymSre insoluble, par 
exemple de l f agarose, du dextrane reticule ou du verre, il 
constitue un reactif de thiolation pour des composants renfer- 
mant des groupements amine, par exemple des proteines. 

La reaction de thiolation avec un tel reactif (en phase 
solide) presente certains avantages evidents par comparaison 
aux techniques connues qui sont habituellement mises en oeuvre 
dans des ensembles homog&aes solubles. Par exemple, le produit 
obtenu est plus uniforms, notamment en ce qui concern? son 
degr& de thiolation. Apres avoir formS le gel constitue par le 
produit d" addition, toute la mati&re qui n'a pas ete immobilis6e 
(c'est-A-dire qui n*a pas ete modifiee) est eliminee par lavage 
avant que les molecules modifies soient liberies par reduc- 
tion. Cela signifie que la matiere desorb6e renferme au moins 
un groupement thiol. Des precedes connus de thiolation de 
proteins (utilisant par exemple une thiolactone de N-acetyl- 
homocysteine ou des thiolimidates) conduisent souvent A des 
melanges de produits heterogdnes tels que certaines molecules 
peuvent renfermer plusieurs groupements thiol et d'autres aucun, 
mSme si 1' analyse montre une teneur moyenne en groupements 
thiol correspondent & celle recherchee. II est Sgalement dif- 
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ficile de separer les produits thioles des produits non 
thioles en utilisant des procedes connus de separation* Dans 
certalnes applications, par example en preparant des derives 
de poids moleculaire eleve de proteines thiolees, il est fon- 
5 damental que la mat i ere thiolee soit aussi homogene que pos- 
sible. La thiolation en phase solide realises de cette fag on 
doit egalement permettre d'obtenir des conditions steriques 
particulieres telles que certains groupements amine exposes 
soient pref erentiellement transf ormes dans les mol6cules oti 

10 I'on desire realiser la thiolation* 

Des gels derives du type precedemment mentionne et 
presentant des structures imidates et esters peuvent egalement 
conduire a la formatibn de vecteurs ou supports actives de 
facon appropriee pour des enzymes immobilisantes et autre s 

15 proteines ou polypeptides* 

Ce qui presente un interet tout particulier, c'est la., 
possibility de separer de son support ou vecteur par reduction 
ou par lavage une enzyme liee lorsqu'elle a perdu son activite 
et de reutiliser le vecteur ou support apres 1' avoir soumis a 

20 une operation de regeneration. L 1 application des techniques 
d' immobilisation d' enzymes a l'echelle industrielle a et6 
retardee du fait des coftts eleves du support ou vecteur d 1 en- 
zymes et egalement du fait que lesdits supports doivent etre 
elimines lorsque 1' enzyme a ete desactivee du fait que la 

<5 majorite des procedes d' immobilisation conduisent a des liai-r 
sons covalentes stables qui ne sont pas facilement rompues* 

Diverses autres caracteristiques de 1' invention ressor- 
tent d'ailleurs de la description detaillee qui suit, sous 
forme d'exemples non limitatifs* 

30 EXEMPLB 1 

Synthese de derives de 1* agarose renfermant des entites esters 
du type N-hydroxysuccinimide liees par des ponts disulfure : 

Du thiolsulfate de Sepharose 4B (marque deposee), 
(15 g de gel sedimente), presentant un degre de substitution 
35 correspondant sensiblement a 100 micromoles de groupement 

thiosulfate T>ar gramme de gel seche, est prepare k partir de 
Sepharose 4B (perles d' agarose, commercialisees par la Societe 
Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Suede), conformement a 
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1' article de Axen et son equipe (pub lie dans "Acta Chem. 
Scand", volume 29 (1975), pages 471 a"474), puis est lave 
avec une solution de NaHCOj k 0,1 M et reduit avec 150 mg de 
dithiothreitol (dans 15 ml) pendant 45 minutes a +23°C. Le 
5 gel est ensuite lave avec de l'eau distillee, avec une solution- 
tampon d' acetate de sodium 0,1 M et de NaCl 0,3 M (pH « 4,8) 
et une solution-tampon d 1 acetate de sodium 0,1 If et d'£thanol 
(70 % d' acetate pour 30 % d'ethanol ; pH - 4,8). 

La substance est aspiree sur un filtre de verre puis 

10 sechee par filtration sous vide, apres quoi le gel renfermant 
alors des grpupements HS est melange avec 7 ml d'un tampon 
d'ac^tate de sodium 0,1 M et de NaCl 0,3 M (pH « 4,8) et- 
45 mg cLe (pyridyl-2 dithio)-3 propionate de N-succinimidyle 
dans 3 ml d'ethanol a 99,5 %• On laisse la reaction se pour- 

15 suivre sous faible agitation, a +23°C, pendant 30 minutes, 

apres quoi le gel est aspire sur un filtre de verre et lave ' 
ensuite avec une solution tampon d* acetate de sodium et 
d'ethanol (70/30) presentant un Ph de 4,8 puis avec de Metha- 
nol pur (fi 99,5 %)• Le derive d' agarose obtenu est conserve 

20 sous la forme d'une suspension dans de l'ethanol a 99,5 
a une temperature de +4°C. 

lie degre de substitution du derive d' agarose par rapport 
aux groupements esters de N-hydroxysucciniroide est determine 
en exposant le gel a un pH legerenent alcalin (compris entre 

25 8 et -10) pendant 60 minutes, apres quoi la N-hydroxysuccinimide 
est liberee et on en determine spectroghotometriquement la ^ 
teneur a une longueur d l onde ^» 2600 A ( 8,2 x 10^M~ C m )• 
Le derive d 1 agarose obtenu renferme sensiblement 40 micromoles 
de groupements esters N-hydroxysuccinimide par gramme de 

30 derive sec. 

Le (pyridyl-2 dithio)-3 propionate de N-succinimidyle 
oeut Stre prepare de la faqon suivante : 

On dissout, dans 10 ml d'acetate d'ethyle, 1,9 g 
(8,6 millimoles) de disulfure dipyridyle-2,2* . On ajoute en- 

35 suite au melange reactionhel goutte a goutte, pendant 15 minu- 
tes, sous agitation, une solution de 0,9 g (8,6 millimoles) 
d'acide mercapto-3 propionique dans 10 ml d' acetate d'ethyle 
et simultanement 0,5 mg (2 gouttes) de trifluorure de bore dans 
l'6ther. Apres 20 heures a temperature ambiante et sous agita- 
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tion, le melange reactionnel est vaporise (dans un dispositif 
du type Rotovapor Buchi, a une temperature inferieure a 40°C), 
et le residu solide jsane est mis en suspension dans 10 ml 
d'acetate d'ethyle froid (+4°C) puis est filtre. On ejoute 
au filtrat 0,68 g (5 millimoles) de N-hydroxysucoinimide , 
apres quoi 1,3 g (5 millimoles) de dicyclohexylcarbodi-imide, 
dissous dans 10 ml d'acetate d'ethyle anhydre, y sont ajoutes 
goutte a goutte, pendant 15 minutes, sous agitation et a 
temperature ambiante. On laisse la reaction se poursuivre, 
sous agitation, pendant 5 heures, a temperature ambiante, 
apres quoi le melange reactionnel est refroidi a + 4°C et le 
dicyclohexylcarbamide ayant precipite est filtre. La solution 
legerement ^aunatre est vaporisee et on laisse cristalliser 
l'huile dissoute dans l'ethanol, a - 20°0. Le rendement est 
de 45 % et le point d' ebullition du produit obtenu est compris 
entre 78,5 et 80,5°C. 

EXEKELE 2 

Syntheses de trois derives de 1' agarose renfennant des eroiiTiB- 
ments acides carboxvlioues actives par des liaisons ou nontq 
diaulfures . 

I. 7 ml de tampon acetate de sodium 0,1 M, et de chlorure 
de sodium 0,} M (pH « 4,8) et une solution de 80 mg de 
(mercapto-2)propionate de N-hydroxysuccinimidyle % dissous dans 
5 ml d'ethanol a 99,5 sont ajoutes a 3 g de Ihiopropyl- ' 
Sepharose 6B seches sous vide et laves (produit de marque 
deposee de la SocietS Pharmacia Pine Chemicals AB, Uppsala, 
Suede) • On laisse se poursuivre la reaction pendant une heure 
a temperature ambiante tout en agitant. Bnsuite, le gel est 
tout d f abord lave avec un tampon d'acetate de sodium (pH « 4,8) 
puis avec un melange d'ethanol et d'eau en proportion 70/30 

et finalement avec de l'ethanol pur a 99,5 %. Le gel est con- 
serve sous la forme d'une suspension dans l'ethanol a une 
temperature de + 4°C» 

II. 7 ml de tampon d'acetate de sodium 0,1 ft et de chlorure 
de sodium 0,3 M (pH « 4,8) et 100 mg d'acide mercapto-3 
propionique dissous dans 5 ml d'ethanol a 99,5 % sont ajouteB 
a 3 g de Ihiopropyl-Sepliarose 6B laves et seches (marque 
deposee). On laisse se derouler la reaction pendant une heure, 
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a temperature ambinate et sous agitation. Le gel obtenu est 
enauite lave avec 2 x 25 ml d'une solution HC1 0,1 M et avee 
2 x 25 ml d' acetone additionnee a 5 % d'une solution 0,001 M 
en HC1. Le gel est ensuite transfere dans un flacon muni d'un* 
agitateur. magnetique ou l'on ajoute 15,3 ml d' acetone addition- 
nee a 5 % d'HCl 0,001 Km Ensuite, on ajoute encore 250 mg 
de pyridyne-thione et 480 mg de dicyclohexylcarbodi-imide et 
on laisse le melange reagir pendant 3 heures a 31°C# A la fin 
de la reaction, on lavd les produits obtenus avec 2 x 25 ml 
d f acetone additionnee d'eau a 5 % et avec 15 x 25 ml d'ethanol 
(a 99,5 %)• Le gel est conserve sous la forme d'une suspension 
dans l'ethanol a une temperature de + 4°C. 
III. 7,0 ml d'un tampon d'acState de sodium 0,1 M et de 
chlorure de sodium 0,3 M (pH s 4,8) et 140 ml de chlorhydrate 
de mercapto-4 butyrimidate de m6thyle, dissous dans 5 ml 
a'ethanol a 99,5 94, sont ajoutes a 3 g de Thiopropyl-Sephadex 
6B laves et seches (produit de marque deposee). On laisse le 
melange reagir pendant une heure et demie a temperature ambiante 
et on le lave avec une solution tampon d 1 acetate de sodium 
(pH - 4,8) et avec 10 x 25 ml d'6thanol (a 99,5 %) avant de 
le conserver sous la forme d'une suspension dans l'ethanol" & 
une temperautre de + 4°C. 

Les trois derives de 1' agarose I, II et III, prepares 
comme indique ci-dessus, sont essayes de la facjon suivante : 

Une quantite de gel correspondant & 0,5 g de substance 
s6chee par congelation est lavee avec 12 x 15 ml d'acide 
chlorhydrique 0,001 M refroidi a la glace puis cette quantite 
est eliminee par filtration et l'exces de glycylleucine est 
dissout dans 25 ml d'hydrogeno-carbonate de sodium 0,1 N et 
de chlorure de sodium 0,1 N y est ajoutee dans un tube de 
centrifugation en matiere plastique. On fait chauffer ce tube 
pendant une heutre et demie a temperature ambiante. 

Le gel est lave sur un filtre de verre avec 3 x 15 ml 
de tris-(hydroxymethyl)aminomethane (tampon pH « 8), avec 
3 x 15 ml de tampon acetate (pH = 4) et 10 a 15 fois avec 15 ml 
d'eau puis encore 5 a 7 fois avec 15 ml d' acetone. Le gel est 
seche pendant 24 heures & 80°C. 

L 1 analyse des acides amines a donne les rSsultatB 
suivants : 
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D6riv6s 


micromoles/g de substance 
seche 




0 






TO >-! 
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AG-S-S-CH-C-O-Ii 


35 a 45 


II 




10 d 20 
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h 




III 


AG-S-S-CH 2 -CH -C 

7 


0 a 5 



AG designe la metric e d 1 agarose. 
Krrog?LE 3 

Srothese d'un derive du verre renfermant des entites ester 
N-hydroxysuccinimide reliees par des ponts disulfure • 

15 0,1 g de verre thiols (produit de marque Corning Thiol 

CPG 550, commercialise par la Societe Corning Biological Product, 
Dept, Wedfield, Massachusetts, Etats-Unis d'Amerique),corres~ 
pondant & 0,03 milliequivalents de groupements th±ol/g de 
produit, dans 1,5 ml d'un tampon (pH «= 7,5) de phosphate de 

20 sodium 0,1 M et d'HCl 0,3 M sont melanges avec 0,5 ml de dithio- 
threitol a 50 millimoles. On laisse se derouler la reaction de 
reduction pendant 60 minutes a une temperature de + 25°C. Le 
derive du verre est lave avec une solution de NaCl 0,3 M 
(3 x 10 ml) puis on le laisse incuber dans 1,0 ml d'un tampon 

25 (pH = 4,6) d Acetate de sodium 0,1 H. On ajoute ensuite 0,25 
ml de (pyridyl-2 dithio)-3 propionate de N-succinimidyle dans 
I'ethanol absolu* Apres avoir laisse se poursuivre la reaction 
pendant 60 minutes, k une temperature de + 25°C, sous agitation, 
le derive du verre est lave avec un tampon (pH * 4,6) d'ac&tate 

30 de sodium 0,1 II, avec de l'eau distillee et avec de I'ethanol 
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absolu (EtOH a 99,5 %)• I* derive du verre obtenu (91 mg) 
est finalement seche sous vide a + 25°C. 

Le degre de substitution du derive du verre vis-a-vis 
des entites ester N-hydroxysuccinimide est determine en ex- 
5 posant ce derive a un pH legerement alcalin (10 mg de derive 
du verre + 2,5 ml d'hydrogeno-carbonate de sodium - solution 
de pH o 9) pendant 60 minutes a + 25°C, le N-hydroxysuccinimide 
etant lib6re et mesure par spectrophotometrie a une longueur 
d'onie de 2 600 A (£ = 8,2 x 10 5 M~ 1 cm" 1 )- Le derive* du ver- 
10 re renferme environ 6 micromoles d 1 entites esters N-hydroxy- 
succinimide par gramme de verre sec. 

EXAMPLE 4- 

Synthese d'un derive du d extreme renfermant des entites ester 
N-hydroxysuccinimide reliees par dee ponts disulfures . 

15 5 g de dextrane T-70 (produit de la Societe Pharmacia 

Fine Chemicals AB, Uppsala, Suede) sont dissous dans 20 ml 
d'une solution de soude a 20 % renfermant 1 % NaBU^.. On ajoute 
5 g de chlorhydrate de chloro-2 ethylamine au melange reaction- 
nel que I'on agite ensuite pendant 18 heures a une temp6rature 

20 de + 90°C. Apres l 1 avoir refroidi a + 25°C et 1* avoir neutra- 
lise avec une solution d'acide chlorhydrique 6 M f on elimine 
par centrifugation la faible quantite ayant prScipite. La 
liqueur surnageante est dialysee avec de l'eau distill6e et 
sechee par congelation. 

25 On obtient 5 g de nroduit sec (amino-ethyldextrsne).' La 

teneur en azote s'est revelee Stre de 1,5 %• 

On dissout 1 g de l'amino-^tn^idextrane dans 30 ml de 
solution-tampon (pH « 9) de borate de sodium 0,05 M et I'on 
ajoute le (pyridyl-2 dithio)-3 propionate de N-succinimidyle 

5) (300 mg dans 30 ml d'ethanol absolu), goutte a goutte, pendant 
10 minutes, sous agitation. On laisse se poursuivre la reaction 
pendant 20 minutes supplementaires puis on ajoute 3 ml d'acide 
acetique concentre. Le melange ainsi obtenu est dialyse avec 
de I'ethanol a 50 % (3 x 2 000 ml) pendant 48 heures puis 

35 evapore a 15 ml et seche par congelation. 

On obtient 1 g de produit sec (pyridyl-2 disulfure de 
dextrane). 

0,12 ml de (pyridyl-2 dithio)-3 propionate de 
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N-succinimidyle (50 millimoles dans I'ethanol absolu) sont dis- 
sous dans 1 ml d'une solution-tampon (pH = 4,6) d* acetate de 
sodium 0,1 M et de chlorure de sodium 0,3 M. On stfoute 40 
microlitres de dithiothreitol 0,05 M au melange que I'on agite 
5 ensuite pendant 30 minutes , puis on y ajoute 20 mg de dextrane 
de disulfure de pyridyle-2 (voir ci-dessus) dissous dans 1 ml 
d'une solution-tampon (pH * 4,6) d'acetate de sodium 0,1 M 
et de chlorure de sodium 0,3 M. Apres avoir laisse se pour- 
suivre la reaction pendant 60 minutes k 25°C, les composants 
10 de poids moleculaire faible sont elimines par filtration sur 
gel, a savoir sur un produit de marque deposee Sephadex G-25 
(perles de dextrane reticul§ avec de l'epichlorhydrine, com- 
mercialisees par la S6ci6te Pharmacia Pine Chemicals AB, Up- 
psala, SuSde) , le milieu utilise etant une solution de chlorure 
15 de sodium 0,3 M. La matiere extraite (3,0 ml) s'est rev6l6e 
renf ermer environ 6 mg de derive de dextrane par ml. 

I*e degre de substitution du derive de dextrane par rapport 
aux groupements esters N-hydroxysuccinimide est determine en 
exposant ce derive a une solution-tampon legdrement alcaline 
20 (pH « 9), obtehue en a^outant 0,1 ml de I'echantillon & 1,9 ml 
H 2 0 et a 0,5 ml de NaHCOj, pendant 60 minutes & + 25°C, le 
N-hydroxysuccinimide etant libere et etant mesure par spectro- 
photometrie & une^ longueur d'onde de 2 600 A 

(t - 8,2 x 10^ H"* 1 cm"" ). Le deriv6 de dextrane renferme environ 
25 25 micromoles d 1 entites N-hydroxysuccinimide par gramme de 
derive sec* 

Dans les exemples ci-dessus, on a prepare des* dSriv&s 
dans lesquels A represents un residu aliphatique lineaire ou 
ramifiS. Toutefois, un derive aromatique peut egalement Stre 

30 present dans le groupement A. De faqon generale, toutefois, 

on choisit une chaine du type alcoyldne-(CH2)m-» dans laquelle 
M est un entier compris entre 1 et 6, chaine alcoyldne qui 
est f acultativement substitute par un ou plusieurs groupements 
alcoyles, le nombre total d'atomes de carbone du groupement A 

35 ne depassant pas 10* 

EXEMPLES D' APPLICATION 
EXEMPLE A 

Utilisation de derives de 1' agarose renfermant des entites 
N-hydroxyBuccinimide liees par des ponts disulfures, pour as- 
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surer l y immobilisation d 1 enzymes et la thiolation de proteines: 

20 mg d'tt -amylase ("bacterienne du type IIA", quatre 
fois crystallisee et prepar&Dar la Societe americaine Sigma) 
sont dissous dans 3 ml d'un melange de NaJiGOj 0,1 M et de 
5 NaCl O'iJ M. 

La solution d'a-anylase est melangee avec- 3 g de 
derive d' agarose obtenu conformement a I'exemple 1 ci-dessus 
et est seche par aspiration (but filtre de verre) et cette 
solution est tout d'abord lavee avec de l f etlianol a 99,5 % 

10 puis avec une solution d'acide chlorhydrique 0,001 M. On 

laisse la reaction se poursuivre pendant 3 heures a + 23°0 
sous agitation. Le gel est ensuite lave avec le melange pre- 
cedent (NaHCOj 0,1 M + NaCl 0 t 3 M). L' analyse des amino-acides 
montre que le derive de gel renferme 120 mg d ,a -amylase par 

15 gramme de derive sec. 

La determination de 1 ' activite ■ de l ,a -amylase du gel 
avec de I'amidon a 1 % jouant le r8le de substrat- montre que 
1** -amylase immobilisee presente 30 % de son activite initiale* 
Apres avoir lave le produit d' addition de l 1 agarose 

2D et de l^cx -amylase soigneusement sur tan filtre de verre avec 
une solution de NaHCOj 0,1 M et de NaCl 0,3 M, on laisse in- 
cuber le produit d" addition avec 3 ml d'une solution de 
NaHCOj 0,1 M et de NaCl 0,3 M renfermant 50 mg de dithio- 
threitol pendant 60 minutes. La substance insoluble est ensuite > 

25 soumise a une operation d f aspiration sur filtre de verre et le 
filtrat est filtre sur gel, a savoir sur un produit de marque 
deposee Sephadex G-25 (perles de dextrane reticulees avec de 
l'epichlorhydrine et commercialisees par la Societe Pharmacia 
Fine Chemicals AB, Uppsala, Suede), le milieu utilise etant 

30 la m§me solution-tampon que precedemment. L f analyse de la 

matiere extraite montre qu'elle renferme 90 % de la quant ite 
d'a -amylase att endue (ceci etant determine par analyse du 
produit d f addition du gel et de 1' enzyme). 

La determination de la teneur en thiols de l* a -amylase 

35 modifiee revele un degre de substitution de 1,2 moles de 
groupement SH par mole d ,a -an^lase. 

EXEMPTS B 

Utilisation de derives du verre renfermant des entites ester 
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N-hvdroxysuccinimide liees par des ponts disulfures pour rea- 
User I 1 immobilisation reversible d'une enzyme : 

On dissout 1 mg d'a-amylase (du m§me type que celle 
utilisee a l'exemple 1) dans 1,0 ml d'une solution-tampon 
5 (pH s 7*5) de phosphate de sodium 0,1 M et de chlorure de 
sodium 0,3 On ajoute a la solution precedente 10 mg d'un 
d6riv6 du verre renfermant 0,06 micromoles d'entites esters 
N-hydroxysuccinimide (preparees conformement a l'exemple 3 ci- 
dessus). Uh essai a blanc ou essai de reference est effectue 

10 dans des conditions identiques mais avec un derive du verre 
dans lequel les entites estersN-hydroxysuccinimide ont et6 
hydrolysees (comme decrit au second paragraphe de 1* example 3) 
avant d'etre melangees 4 la solution d'a-amylase. 

On laisse la reaction se derouler pendant 24 heures & 

15 + 23°0 tout en agitant. Apr&s sedimentation des derives du 

verre, les liqueurs surnageantes sont decantees et les derives 
du verre sont laves avec une solution de NaCl 0,3 M, La quan- 
tity d'a-amylase immobilisee est determinee par la mesure de 
l'activite de 1 'a -amylase des liqueurs surnageantes et des 

20 derives du verre (apres reduction avec 0,8 ml d'une solution- 
tampon (pH = 7,5) de phosphate de sodium 0,1 M et de chlorure 
de sodium 0,1 M et avec 0,2 ml de dithiothreitol 0,05 M pen- 
dant 60 minutes a + 25°C). La determination de l'activite est 
effectuee en faisant incuber 1,0 ml d'une dilution appropriee 

25 de la liqueur sumageante provenant de la reaction d 1 addition 

(entre le derive du verre et l'a-amylase) et 1,0 ml d'une dilu- 
tion appropriee de la liqueur sumageante provenant du melange 
reactionnel apres reduction (rupture) du compose d 1 addition 
avec 1,0 ml d'amidon bleu (une tablette d'un produit de marque 

30 deposee Phadebas Amylase Test, commercialisee par la SociSte 
Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Su£de, en suspension dans 
4 ml d'eau distillee) pendant 15 minutes a une temperature de 
+ 25°C, apris quoi on ajoute 0,5 ml d'une solution de NaOH 0,5 M 
puis on determine 1* extinction de la liqueur sumageante a une 
35 longueur d'onde de 6 100 Angstroms apres avoir laisse se sedi- 
ment er l'exces de substrat (residue de la tablette d'amidon) 
et les composants insolubles* 

Les essais de determination de l'activite ainsi rea- 
lises montrent que la reaction du derive de Ita -amylase avec le 
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derive du verre renf ermant des groupements esters N-hydroxy- 
succinimide permet d'obtenir un derive renf ermant 50 mg dfe- 
amylase par gramme de derive sec, tandis que I 1 absorption non 
specifique qui a et& determined avec le derive correspondent 
du verre ne s'est faite qu'& raison d' environ 1 mg par gramme 
de verre. 

L f invention n'est pas limitee aux exemples de realisa- 
tion decrits en detail, car diverses modifications peuvent y 
Stre apportees, sans sortir de son cadre* 
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REVINDICATIONS 

1 - Produit reactif derive de polymeres renf ermant dee 
groupements HS t caracterise en ce qu'un certain nombre desdits 
groupements HS sont transformed en groupements disulfures de 

f onnule : 

-S-S-A-Z 

dans laquelle A represente un residu hydrocarbone renf ermant 
de 1 & 10 atomes de carbone, de preference de H 6 atomes de 
carbcne et dans laquelle Z represente un groupement de f onnule 
0. 

0 0 NH 

-C-O-N^ CCHp)^ i -C-S-R 1 * ou -C-0-H 2 

ou des composes d* addition sales acides des groupements prec6- 
demment mentionnes dans lesquels n est egal a 2 ou }, R^ repre- 
sente leB groupements pyridyle-2, nitro-5 pyridyle-2 ou 
pyridyle-4 et dans lesquels R 2 represente le groupement methyle 
ou ethyle. 

2 - Produit suivant la revendication 1, caracterise en 
ce que les polymSres sont des polymeres insolubles dans l'eau. 

3 - Produit suivant l*une des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que les polymeres sont des derives de poly- 
saccharides. 

4 - Produit suivant l'une des revendications 1 a 3, carac 
terise en ce que les polymeres sont des derives de 1* agarose* 

5 - Produit suivant l'une des revendications 14 4, carac 
terise en ce que les polymeres sont reticules. 

6 - Produit suivant la revendication 5, caracterise en ce 
que les polymSres reticules sont insolubles dans l'eau mais gon 
flent dans l'eau* 

7 - Produit suivant l'une des revendications 14 6, carac 
terise en ce que le groupement Z presente la formule suivante : 

CH~ 

et A represente le groupement de formule -CILj-CHjj— 



18 



2382489 



- Application du produit de I'une des revendications 1 
a 7 comme agent de f ormation de thiols et comme vecteur ou sup- 
port d 1 enzymes et autres proteines. 
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